BUNDESREPUB UK DE UTSCHLAND ^ 

PRIORITY 
DOCUMENT 

■ SUBMITTED OR TRANSMITTED.IN . 
COMPLIANCE WITH RULE 17.1(a) OR (b) 




Prioritdtsbescheinigung uber die Einreichung 
einer Patentanmeldung 



Aktenzeichen: 

Anmeldetag: 

Anmelder/lnhaber: 

Bezeichnung: 

IPC: 



REC'O 05 N( 


)V 200'^ 


WlPO 


PCT 



103 38 735.8 - 
22. August 2003 



Fachhochschule Neubrandenburg, 
17033 Neubrandenburg/DE 

Verfahren zur EntfemunQ von Aloin, Emodin und/oder 
Iso-Emodin aus Aloe vera 

A 61 K. C 12 S 



Die angehefteten Stiicke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ur- 
sprunglichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 



MQnchen, den 14. Ol<tober2004 
Deutsches Patent- und Markenamt 
DerPrasident 
Im Auftrag 




Faclihochschule Neubrandenburg 
Brodaer Str. 2 
17033 Neubrandenburg 




Mai 2003 

P 62956 We/ap 



Verfahren zur Entf ernxina von Aloinr Emodin und/oder 
Iso-Emodin aus Aloe vera 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
EntfemiHig von Aloin, Emodin \md/oder Iso-Emodin aus Aloe Vera 
Gel sowie ein Verfahxen zur Herstellimg von Aloe Vera Gel mit 
einem Gehalt von weniger als 5 ppm Aloin, Emodin und/oder Iso- 
Emodin, bei dem eine manuelle Piletierung der Aloe Vera- 
Blatter tjnd Verluste gegeniiber konventionellen 

Herstellungsverfahren vermieden werden. 

In der Pf lanzenf amilie der Aloe Vera gibt es die zwei heute 
kommerziell genutzten Arten Aloe jbarJbadensis Miller und Aloe 
aborenscens . Diese mehr j ahrigen Pflanzen aus der Pamilie der 
Liliaceae stammen urspriinglich aus Ostafrika; ihr heutiges 
Anbaugebiet liegt im wesentlichen entlang der Grenze zwischen 
den USA urid Mexico. De;r europaiscbe Anbau ist ohne Bedeutung. 



Aus den Blattem der Aloe Vera lassen sich zwei Produkte* 
gewinaen. Aus deni Bereich direkt unterhalb der Schale (Cortex) 
last sich* ein gelbliclier Saft (eine Art Latex) erhalten. 
Dieser Saft enthalt als Hauptinhaltsstof f das Aloin, ein* 
.glucosidiertes Anthrachoninderivat (siehe . Abb. 1) . Dieses 
2\loln : ist ein starkes Abfiihrmittei und wurde iiber 'm^br als 
'.2000 iJabare ancli als soich.es genutzt, heut'fe' ist es ohrie 
Bedeutung. Aus dem iimeren, wasserreichen Gewebe der 
Pf lanzenblatter gewinixt man das Aloe Vera Gel, das auf 
vielfaltige Weise in Kosmetika und anderen Naturprodukten 
eingesetzt wird. Der diesbezugliche Jahresumsatz wird auf 7 
Milliarden € geschatzt. Dieses Aloe Vera Gel darf kein Aloin 
bzw. die unglykosidierten Aiithrachiiionderivate Eiribdin bzw'. 
Iso-Emodin mehr enthalten. Ein Gehalt von weniger als 5 ppm 
wird angestrebt, jedoch nicht in alien Produkten errelcht. Im 
Stand der Technik werden Aloe Vera Gele mit Aloin-Gehalten von 
unter 20 ppm.bislang nur durch aufwandige manuelle Filetierung 
der Aloe Vera Blatter erreicht. Aloe Vera-Produkte* mit 
.niedrigen Aloin-Gehalten werden im Stand der Technik nur mit 
.zxm Teil erheblichen Verlusten erhalten. 

Bei der Verarbeitxmg zu Aloe Vera Gel geht man bislang wie 
folgt vor. Nach einer Wasche werden die Blatter filet iert 
(Abb. 2) , urn das Aloin vor der weiteren Verarbeitung 
abzutrennen. Aufgrund der koiikaven Form der Bl9.tter, ihrer 
stark unterschiedlichen GroSe und des Blattaufbaus wird dieses 
Filetieren -Qberwiegend manuell ausgefuhrt. Dabei verliert man 
20 - 60 % der Emtemasse. 

Es hat in der Vergangenheit nicht an Versuchen gefehlt, die 
Aloe Vera Blatter maschinell zu schalen; die dabei im Prodixkt 



verbl^ibende iCotL^eixtration aii Alpin ist jedbch inakz6ptal)el 
tioch.. 

•Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, ein Verfahren 
bereitzustellen, mit dem die Aloin Konzentration in Produkten 
•wie dem Aloe Vera Gel deutlich gesenkt werden und eine 
manuelle Filetieomng vermieden werden kann, ohne zuviel der 
EmteTnasse zu verlieren. 

Die Aufgabe warde erf indamgsgemafi dtirch die Verwendiing von 
Oxidasen gelost. 

Aus der einsclilagigen Facttliteratnr sind keine spezifisch. auf 
das Aloin abbauend wirksamen Enzyme oder Enzymsysteme bekannt; 
im Magen-/Darmtrakt wird das Aloin allerdings durcli 
Glucosidasen deglucosidiert und das dabei entstebende Iso- 
Emodin besitzt die eigentliche laxative Wirkung. 

Qualitativ lassen sich Aloin, Emodin tmd ihre Jsomeren 
besonders gut durch die bimnscbichtcloromatograpbi nachweisen. 
Zur quantitativen Analytik eignet sich, aufgrund der starken 
Absorption der in Rede stehenden Verbindungen im Bereich. des 
sichtbaren Licbtes, insbesondere die Photometrie . Beide 
Methoden erlauben jedbch -fiir sich keine Riickschlusse auf die 
Natur eventuell entstehender Abbauprodukte . Zu deren Analyse 
wurde • die gekoppelte Gaschromatographie/Massenspektrometrie 
(GC-MS) verwendet. Allerdings ist niir das (imglucosidierte) 
Emodin unzersetzt verdampfbar und damit per GC analysierbar . 

Uberraschenderweise gelang es nun erstmals, das Aloin mit' 
Hilfe oxidativ wirkender Enzyme (Oxidasen) , insbesondere aus 
den Klassen der Peroxidasen (E.G. 1.11.1.7) und Laccasen (E.G. 
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1.10.3.2.) , abziibauen . Peroxidasen . wirken toekaimtermafien aiif 
Stibstrate wie z.B. das Guaiacol; Laccasen auf die Bestandteile 
ded Llgnins; es ist durchaus als uberrascliend anzusehen, dass 
dies^ Enzyme Alain bzw. Emodin als Substrate akzeptieren. Als 
Oxidationsmittel wurde dabei im Ijabor vorzugsweise das auch in 
kleinen Mengen exakt dosierbare Wasserstof fperoxid eingesetzt, 
bei gxoSeren Ansatzen kann die Oxidation jedoch aucb mit Hilfe 
von Luf tsauerstof f erfolgen. 

Der Nachweis des Abbaus des Aloins erfolgt zuerst durch. 
Dflnnschichtchromatograpliie im direkten Vergleich mit einer 
xmbehandelten ■ Probe. Dariiber hinaus war ein drastiscber 
Ruckgang der typiscben Extinktion im Photometer bei 328 nm zu 
beobacbten. Vollig analog ist der Abbau des Emodins zu 
beobacbten. Daaruber hinaus zeigt ein Gascbromatogramm des 
Emodins nach oxidativem Abbau vier neue Signale bei deutlich 
verringerter Retentionszeit . Bei den Signalen bandelt es sich 
nach Auswertung- der Massenspektren um Derivate der 
Salicylsaure . 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur 
Entfemimg von Aloin, Emodin . und/oder Iso-Emodin aus Aloe Vera 
Gel, bei dem man das Gel mit einer Oxidase unter fur die 
enzymatische Aktivitat geeigneten Bedingungen in Kontakt 
bringt 

Damit wird ferner ein Verfahren zu Herstellung von Aloe Vera 
Gel mit einem Gehalt von weniger als 5 ppm Aloin, Emodin 
und/oder Iso-Emodin ohne manuelle Filetierung bereitgestellt , 
bei dem man das- Gel mit einer ' Oxidase unter fur die 
enzymatische Aktivitat geeigneten Bedingungen in Kontakt 
bringt. Die Oxidase wird gegebenenf alls, z.B. zur 
WiedervezTtfendung des Enzyms, nach erfolgter Reaktion vom Gel 
abgetrennt . 



GemiJS einer besonderen Ausfuhrungsf rom der Erfindung ist die 
Oxidase eine Peroxidase, vorzugsweise Peroxidase E.C.I. 11. 1.7 
aus Glycine max. , Oder Laocase, , vorzugsweise Oxidase 
E.G. 1.10.3.2 aus Rtius -verxiificera.. 

Die Oxidase kaim . in isolierter oder gereinigter Form vorliegen 
.Oder in. Form eines Naturstof f extrakts . Bei dem 
erf indmigsgem:§Sen Verfaliren verwendet reran als Oxidationsmittel 
Wasserstoffperoxid oder (Luft-) Sauerstof f . 

Die enzymatisciie Reaktion wird vorteilhaf terweise in einer 
wassrjLgen Suspension oder Losung des Aloe Vera Gels 
dnrcligef iltirt . GemaB einer besonderen Ausfiiliningsform der 
Erfindamg^ ist die Suspension oder Losimg auf den pH-Wert, der 
das Wirkungsmaximum des Enzyms darstellt, gepuffert. 

Das Aloe Vera Gel ist vorzugsweise durch. ein vorgenanntes bzw. 
im Beispielteil beschriebenes Verfaliren erhaltlich.. Fur den 
Fachitiann diirfte es sich aber verstehen, dass Modif ikationen 
■'der ^erfindungsgemaSen Verfaliren moglich. sind (wie z.B. 
Variationen der Reaktibnsbedingungen, Losxmgsmittel , Enzyme 
etc.), die ira wesent lichen zu demselben' oder einem 
verbesserten Ergebnis, namlich ^dem Abbau von Aloin, Emod'in 
und/oder Iso-Emodin in Aloe vera Gel, fubren. 

Die vorliegende Erfindung weist insbesondere den Vorteil auf, 
dass aufwandiges manuelles Zerteilen der Aloe vera Blatter 
nicbt erforderlich ist \md somit Rohmaterialverluste vermieden 
werden und ein sehr reines Produkt erhalten wird. 

Die Erfindung wird durch die nachf olgenden Beispiele'' naher 
erlautert; sie stellen jedoch keine Einschrankung der 
beschriebenen Erfindung dar. 



Beigpiele 



Zu 3 ml e±neir ethainollsclien -Losung von 1000 ppm Aioin in einer 
l-c'tii' .PM<«^Mi^fe-t;i:e' Weirxien 0,5 mg Peroxiaa'se {rE..:C; l.Tl,.1.77 
GlycixiB max.) imd 8 ^1 einer 3 %-igen Wasserstof fperoxid-Losung 
gegeben. Innerlialb von 2 Stunden sinkt die Extinktion im 
Photome-ter bei 3.28 nm von 1,589 auf 0,53.8. Nach 12 h kann im 
DiLiiiiisc>icih.tc]xroi^^ kein Aloin-Sigiial mehx gefunden 

•Wferden.- ':• . • 

Beispiel ,2 

Zii 3 ml einer Losung von 200 ppm Emodin in Tetrahydrofuran in 
einer 1-cm Quarzglas-Kiivette werden 0,5 mg Peroxidase mid 8 jil 
einer 3 %-igen T7asserstof fperoxid-Losmig gegeben. Innerhalb 
von 2 Stamdeii sinkt die Extinktion itn 'P±L6to.meter bei .-328 xim' 
von 2,646 auf 0,709. Nach 12 h. kann im 
Dimnschichtcliromatogramm kein Emodin-Signal mehr gefunden 
werden. Im Gaschxomatogramm erkennt man eine ein neues Signal 
bei 13,6 min (Emodin 19,4 min) Das Massenspektrum zeigt 
•Dimersignale der* Abbauprodukte bei 148 + 133" u. 



Bei spiel 1 wArd mit einer wassrigen Suspension von 1000 ppm 
Aloin wiederiiblt . ^uch laier vexxingert sich; die fcctinktion im 
Photometer bei 3^8 nm, und nach 12 Stxmden kann ±m 
fiihmsdhichtchxomatogrs^ kein Aloin-Sigaal melit gefunden 
werden. 

Beispiel 4 

Zu 4 ml einer 2,5 %-igen Losung von Emodin in Ethanol/Wasser 
(20/80 v/v) werden 2 tng- Peroxidase gegeben imd anschlieSend 
zwfei Stimden ein leichter Presslujetstrom ' iiber eihe 
Pasteurpipette edLngeleitet . Dabei verf^rbt sicli die Losung von 
kraftig gelb zu tiefrot. Durcb Saulenchroraatpgrapliie kann eine 
Fraktion mit den in Beispiel 2 beschriebenen Eigenscliaf ten 
abgetrennt werden. 

Beispiel 5 

Beispiel 1 wird mit- 0,5 mg einer Laccase (E.G. 1.10.3.2.; Rhus 
vexnificera) wiederholtv deren Aktivitat vorher mit 
Syringaldazin sichergestellt wurde. Es wird eine "Suspension 
von 1000 ppm Aloin . in Phosphatpuf f er (pH-Wert 6,5) unter 
Zusatz von 5 Vol--% Etbanol verwendet. Auch hier verringert 
sich die Extinktion im Photometer bei- 328 rmi, und nach 12 
Stunden kann im Dunns chichtchromatogramm kein Aloin- Signal 
mehr gefunden werden. 



1. Verfa^en zur Eixtfenximg von Aloin, Emodin imd/odfer Iso- 
Empdin aus Aloe V^a Gel, dadurch g^keiinzeiclinet , daB rtfen 
das Gel mit einer Oxidase imter fSir die enzyitiktisciie 
aJctivxtai geeigneten Bedingungen in i^ontalct bringt. 

•2. V<B'tE^iir4n ziii 'Eters^ellung von Aloe Vera Gel mit einem 
Gehalt von weniger als 5 pptn Aloin, Emodin und/oder Iso- 
Emodin, dadurch. g^ennzeichnet , daS man das Gel mit einer 
Oxidase unter f-£ir die enzymatische Aktivitat geeigneten 
Bedingungen in Kontakt bringt. 

3. Verfalnren nacb Ansipruch 1 oder 2, dadurcb gekennzeichnet , 
dafi man die Oxidase nacb erfolgter Reaktion vom Gel 
abtrerint . 

4. - Verfahren nacb den Ansprucben 1 bis 3, dadTircb 

gekennzeicbnet, daS die Oxidase eine Peroxidase oder 
Xaccase ist. 

5. Verfahren nacb Anspacucb 4, dadurch gekennzeichnet , daS die 
Peroxidase Peroxidase E.G. 1.11. 1.7 aus Glycine max. ist. 

6. Verfahren nacb Ansprucb 4, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Oxidase Oxidase E.G. 1.10. 3. 2 aus Rhus veruificera. ist. 

7. Verfahren nacb den Anspiriichen 1 bis 3, dad-urcb 
gekennzeichnet, daB die Oxidase in Form eines 

• Naturstof fextrakts vorliegt. 

8. Verfahren nacb den Ansprucben 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, da£ man als Oxidationsmittel 
Wasserstof fperoxid Oder (Luf t-) Sauerstof f verwendet. 



Ver:lEahreii ■ .nach den Anspruchen 1 bis 7, dadurdh 
^ekefinzeidmet', daS man die ' enzymatiscdle Reaktion in einer 
wassrigen Suspension oder Losimg des Aloe Vera Gels. 

Verfaliren nacH Ansprucli 9, dadurcH gekennzeichnet , daiS die 
Suspension oder LSsting gepoffert ist. 



Zusammenfassung 




Die vorliegende Erfindiing betrifft ein Verfahren zur 
Entfern\mg von Aloin, Emodin imd/oder Iso-Emodin aus Aloe Vera 
Gelsowie ein Verfahren z\ir Herstellung von Aloe Vera Gel mit 
einem Gehalt von weniger als 5 ppm Aloin, Emodin uad/oder Iso- 
Emodin, bei dem eine manuelle Piletierxmg der Aloe Vera- 
Blatter mid Verluste gegeniiber konventionellen 

Herstellungsverfahren vermieden werden. 



